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Bm-TFF2 在 毕 赤 酵 母 中 的 表达 及 鉴定 
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摘要 : Bm-TFF2， 一 种 从 大 中 铃 蟾 皮肤 分 泌 物 中 分 离 得 到 的 两 栖 类 三 叶 因 子 ， 有 具 
学 活性 。 该 研究 以 Bm-TFF2 的 cDNA 为 模板 , 利用 PCR 方法 扩 增 Bm-TFF2 基因 ， 插 到 含有 AOX1 启动 子 和 
o- 因 子 信号 肽 序列 的 表达 载体 pPIC9K 中 , 采用 毕 赤 酵母 表达 系统 进行 分 泌 表 达 ,， 并 用 G418 筷 选 高 拷贝 整合 转化 
子 。SDS-PAGE 和 Western blotting 都 检测 到 Bm-TFF2 被 分 沁 性 表达 于 酵母 上 清 。 在 1% 的 甲醇 诱导 表达 不 同时 间 
后 , 重组 蛋白 在 72 h 的 表达 量 最 大 ,可 达 50 mg/ L; 而 不 同 浓度 的 饱和 硫酸 铵 沉淀 菌 液 上 清 时 , 80% 的 饱和 硫酸 贸 
沉淀 量 最 大 。 这 些 结果 表明 , 重组 质粒 Bm-TFF2-pPIC9K 成 功 构建 并 在 真 核 细 胞 中 高 效 表 达 ， 这 为 进一步 研究 
Bm-TFF2 的 生物 学 活性 及 其 结构 与 功能 关系 奠定 了 基础 。 
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比 人 三 叶 因子 更 强 的 生物 
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Expression and identification of Bm-TFF?2 in Pichia pastoris 
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Abstract: Bm-TFF2, an amphibian trefoil factor which is isolated from skin secretions of frog Bombina maxima, 
has much stronger biological activities than human TFFs. In the present study, Bm-TFF2 gene was amplified by 
polymerase chain reaction (PCR) from its cDNA and cloned into Pichia pastoris expression vector pPIC9K containing 
AOX1 promoter and a-factor leader sequence. Multi-copies insertion transformants were screened on G418 plates. After 
the induction by 1% methanol for 72 hours, the expression of Bm-TFF2 came up to the best quantity which was about 50 
mg in 1L medium, and 80% saturation ammonium sulfate was suitable to collect the Bm-TFF2 protein, as identified by 
SDS-PAGE and Western blotting assay. The results showed that the plasmid of Bm-TFF2-pPIC9K was constructed 
successfully and expressed abundantly in eukaryotic expression system, which lies basis for researching further the 
biological activities and the relationship of structure and functions of Bm-TFF?2. 
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在 哺乳 动物 中 , 三 叶 型 家 族 (trefoil factor ” Siu et al 2004), 但 TFFs 作用 的 生物 学 机 制 仍 不 清 
family,，TFFs) 人 蛋白 通 过 增强 细胞 迁移 , 促进 细胞 增 。 ” 楚 , 可 能 是 TFFs 的 受 体 或 识别 位 点 还 没有 得 到 而 
殖 ， 对 抗 细胞 凋 亡 等 过 程 参 与 条 膜 的 修复 并 维持 其 。” 切 的 证 实 (Emami et al, 2004; Sands &% Podolsky, 
完整 性 (Baus-Loncar et al, 2005)。 除 此 而 外 , TFFs 也 ”1996)。 人 TFF2， 又 名 解 冶 挛 多 肽 , 在 胃 肠 道 的 伤口 
涉及 到 肿瘤 的 发 生 或 肿瘤 的 抑制 (Lalani et al, 1999; 修复 ， 上 皮 再 生 和 抗 感染 等 过 程 中 , 通过 促进 细胞 
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迁移 和 抑制 细胞 凋 亡 发 挥 作 用 (Farrell et al，2002; 
Hanby et al, 1993), 并 且 TFF2 表达 的 增加 常常 与 肿 
瘤 的 进展 和 不 恨 的 预后 相关 (Dhar et al，2003; 
Emami et al, 2004; Katoh, 2003)。 从 大 躁 铃 蟾 皮肤 分 
泌 物 中 纯化 得 到 的 含 两 个 三 叶 因 子 结构 域 的 
Bm-TFF2,， 是 第 一 个 被 报道 的 具有 整合 素 alIbB3 依 
赖 性 血小板 活化 活性 (Zhang et al, 2005) 的 三 叶 因 子 
蛋白质。 最 近 的 研究 又 表明 ,天 然 Bm-TFF2 具有 促 
进 细胞 迁移 、 细 胞 增殖 以 及 抗 凋 亡 的 功能 ， 而 这 些 
可 能 与 其 促进 伤口 修复 、 组 织 再 生 功 能 紧密 相关 
(Zhang et al。 所 以 , Bm-TFF2 潜在 的 生物 学 活性 使 
其 成 为 一 种 有 用 的 分 子 工 具 来 进一步 研究 TFFs 家 
族 蛋 白 结构 与 功能 的 关系 。Bm-TFF2 分 子 中 的 12 
个 半 胶 氨 酸 形成 三 对 三 硫 键 ,从 而 使 体外 表达 
Bm-TFF2 成 为 一 种 挑战 性 工作 。 而 甲醇 利用 型 毕 赤 
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7 min 获得 PCR 产物 。 产 物 经 EcoR I 和 NotI 双 酶 
切 以 后 连接 到 相同 双 酶 切 后 的 pPIC9K 质粒 中 形成 
重组 质 Bm-TFF2- pPIC9K。 将 重组 质粒 转化 大 肠 杆 
菌 DH5o 感受 态 并 铺 板 于 有 所 共和 卡拉 霉 素 抗 性 的 
LB 平板 。 次 日 用 Bm-TFF2 的 特异 性 引物 对 挑 出 的 
克隆 行 菌落 PCR 检测 ， 并 测序 选 出 的 阳性 克隆 。 抽 
提 测 序 正确 的 克隆 质粒 并 用 Sac I 线性 化 Bm-TFF2- 
pPIC9K 质粒 。 碱 性 磷酸 酶 去 磷酸 端 后 用 苯酚 、 氧 
仿 和 异 丙 醇 抽 提 DNA。 

1.2.2 ”酵母 菌 GS115 的 转化 

制备 酵母 感受 态 细胞 GS115, 取 约 20 hg 处 理 
好 的 Bm-TFF2-pPIC9K 质粒 , 用 Bio-Rad GenPulser 
电击 仪 , 在 1500V、20 pF 和 200 A 的 条 件 下 将 重 
组 质粒 电击 转 入 GS115(His) 感 受 态 细 胞 中 , 分 别 取 
等 量 涂 于 葡萄 糖 琼脂 板 MD 平板 上 (13.4 g/L 酵母 氮 
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酵母 能 够 以 醇 氧化 酶 启动 子 AOXI1 和 wo- 因子 信号 肽 
强烈 诱导 其 下 游 的 外 源 基 因 进 行 分 记性 表达 ， 同 时 
通过 提高 插入 载体 的 拷贝 数量 或 高 密度 发 酵 等 方 
法 进一步 提高 目的 蛋白 质 的 产量 。 因 此 ， 本 研究 采 
用 甲 醉 利 用 型 毕 赤 酵母 分 泌 性 表达 Bm-TFF2， 并 对 
甲醇 诱导 的 最 适时 间 以 及 饱和 硫酸 镁 沉淀 的 最 适 
浓度 进行 了 评估 ， 从 而 为 进一步 研究 Bm-TFF2 的 
生物 学 活性 、 结 构 与 功能 的 关系 以 及 其 可 能 的 作用 
机 制 葛 定 了 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 
酵母 表达 质粒 pPIC9K、 毕 赤 醇 母 菌株 GS115、 
遗传 考 素 G418、 三 梨 醇 (Sorbitol))、 有 蛋白 肛 和 毕 赤 醋 
母 培养 试剂 盒 等 均 购 于 美国 Invitrogen 公司 。 聚 合 
酶 、 限 制 性 内 切 酶 、DNA 连接 酶 和 碱 性 磷 酸 酶 购 自 
大 连 宝 生物 公司 。 其 余 试 剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.2 ”实验 方法 
1.2.1 目的 片段 的 扩 增 及 重组 质粒 的 构建 
Bm- TFF2 的 PCR 特异 性 引物 由 上 海 生 物 工 程 
公司 合成 , 正 向 引物 序列 为 5'-gte gaattc 
ggttttccaatctatgag-3'， 包 括 EcoR I 酶 切 位 点 (斜体 ) 
和 Bm-TFF2 N 端的 6 个 氨基 酸 ( 黑 体 ); 反 向 引物 序 
列 为 5'-tat gcggccgc tca ttcttg aggtttaaagca-3'， 包 括 
NotI 酶 切 位 点 (斜体 )、 终止 子 和 Bm-TFF2 C 端的 6 
个 氨基 酸 ( 黑 体 )。 以 Bm-TFF2 的 cDNA 为 模板 , 按 
照 95'C 预 变性 4 min， 然 后 94C 变 性 30 s, 58'C 退 火 
30 s, 72'C 延 伸 45 s 进行 35 个 循环 ,最 后 72'C 延 伸 
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源 碱 基 、0.2 g/L 生物 素 、20 g/L 和 葡萄糖 、15 g/L 琼 
脂 ) 和 甲醇 琼脂 板 MM 平板 上 (13.4 g/L 醇 母 氮 源 碱 
基 、0.2 g/L 生物 素 、20 g/L 和 葡萄糖 、5 mL 甲醇 和 
15 g/L 琼脂 ), 30 它 培养 ， 观 察 转化 子 的 生长 情况 。 
1.2.3 ”筛选 G418 抗 性 转化 子 

培养 48 h 后 ， 挑 出 在 两 种 平板 上 都 生长 良好 的 
菌落 转 于 一 新 的 MD 平板 上 ,并 同时 接种 于 每 孔 含 
200 pL YPD(10 g/L 酵母 提取 物 , 20 g/L 蛋白 肪 ， 
20 g/L 和 葡萄糖) 的 96 孔 板 中 ， 对 应 编号 ,30 'C 培 养 
48h 后 , 用 100 kL 多 道 移 液 器 上 下 吹 打 重 新 葵 浮 细 
胞 , 各 取 10 pL 培养 的 酵母 菌 液 按 编 号 又 转 于 一 新 
的 每 孔 含 190 ALYPD 培养 基 的 96 和 孔 板 , 30'C 培 养 
24 h 后 , 重复 上 述 操作 一 次 ,最 后 按 编 号 点 样 于 不 
同 浓度 G418(0、0.25、0.75、1.5、2.0 mg/mL) 的 YPD 
培养 平板 上 , 30 人 培养 48 h 并 观察 克隆 的 生长 状 
况 。 选 取 那 些 在 高 浓度 G418 (2.0 mg/mL) 的 YPD 培 
养 平板 上 生长 良好 的 克隆 接种 于 MD 琼脂 平板 ,并 
进一步 用 表达 载体 pPIC9K 的 通用 引物 a-factor 和 
3-AOX,， 以 及 Bm-TFF2 的 特异 性 引物 行 菌 落 PCR 
以 确定 阳性 克隆 。 
1.2.4 重组 香 白 质 的 分 刻 性 表达 及 鉴定 

将 上 述 方 法 筛选 所 得 的 阳性 单 克隆 接种 于 10 

mL BMGY 培养 基 中 ( 含 10 g/L 酵母 提取 物 、20 g/L 
蛋白 腺 、13.4 g/L 酵母 氮 源 碱 基 、0.2 g/L 生物 素 、 
10 g/L 甘油 、100 mmolL 磷酸 钾 , pH 6.0)， 待 酵母 菌 
生长 到 ODaeo <5.0 后 3 000 g, 离心 5 min， 弃 上 清 ， 
留 细 胞 沉淀 ， 加 入 一 定量 的 BMMY( 含 10g 所 酵母 
提取 物 、20 g/L 蛋白 肛 、13.4 g/L 酵母 氮 源 碱 基 、 

























































































































































































































































































6 期 余 果 宇 等 : Bm-TFF2 有 











0.2 g/L 生物 素 、20 g/L 甲醇 、100 mmolL 磷酸 钾 ， 
pH 6.0) 重 其 细胞 至 ODso=1.0, 30'C, 180 r/min 持续 
摇 72 h, 在 此 之 间 不 间隔 地 补 加 一 定量 甲醇 至 终 浓 
度 1.0%。 取 1 mL 上 清 , 3000 g 离心 S min， 用 三 氧 
乙酸 (TCA) 法 沉淀 浓缩 蛋白 ， 取 等 量 (20 pL) 和 蛋白 行 
SDS-PAGE(15%) 并 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 ,同时 用 
Bm-TFF2 的 抗体 行 Western blotting 检测 。 
1.2.5 重组 蛋白 在 不 同时 间 的 表达 以 及 上 清 的 硫 
酸 饼 沉 演 
选择 两 个 表达 量 相对 高 的 克隆 ， 按 上 述 方法 进 
行 1% 甲 醇 诱导 表达 。 在 酵母 戎 生长 至 24、48、72 
和 96h 的 各 时 间 点 分 别 取 1 mL 培养 液 , 3000 g 离心 
5 min 并 用 TCA 法 沉淀 浓缩 上 清 , SDS-PAGE (15%) 
和 Western blotting 检测 等 量 和 蛋白 以 确定 Bm-TFF2 
的 最 佳 诱导 时 间 。 将 选择 出 来 的 表达 量 高 的 克隆 接 
种 于 有 200 mL BMGY 的 1 LL 培养 瓶 ，30'C，180 
r/min 摇 16 h 至 ODaoo<5.0, 3 000 g 离心 5 min 收集 
酵母 菌 , 用 BMMY 调 OD 至 1.0, 四 层 纱布 封口 ， 同 
上 条 件 发 酵 生 长 , 每 24 h 加 甲醇 至 终 浓 度 1.0%, 72 
h 后 收集 发 酵 液 , 3 000 g 离心 5 min 得 上 清 。 将 上 清 
等 量 分 为 7 份 ， 分 别 用 40%、50%、60%、70%、80%、 
90% 和 100% 的 饱和 硫酸 铵 于 4 进行 沉淀 并 取 等 1 
(20 hnD) 沉 淀 行 Western blotting 以 检测 最 佳 沉淀 浓 
度 。 


2 结 果 


2.1 PCR 扩 增 及 重组 表达 质粒 的 构建 

以 Bm-TFF2 的 cDNA 为 模板 , 通过 PCR 反应 
扩 增 出 约 350 bp 的 目的 片段 (图 1A)。 克隆 出 的 片段 
经 过 EcoR I 和 NotI 双 酶 切 后 与 同样 双 酶 切 的 穿梭 
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图 1 A: Bo-TFF2 基因 的 PCR 产物; B: Bo-TFF2-pPIC9K 
质粒 (a) 与 线性 化 的 Bo-TFF2-pPIC9K 质粒 (b)。 
A: The PCR product of Bo-TFF2 gene from amphibian 


cDNA; B:The plasmid of Bo-TFF2-pPIC9K (a) and the 
linearized plasmid of Bo-TFF2-pPIC9K(b). 




















Fig. 1 


E 毕 赤 酵 母 中 的 表达 及 鉴定 567 








载体 pPIC9K 连接 ,并 将 连接 产物 转 入 大 上 肠 杆菌 
DH5a 感受 态 。 挑 取 阳 性 克隆 进行 测序 ， 选择 插入 
片段 列 与 GenBank (AY 789708) 中 Bm-TFF2 的 报道 
完全 一 致 的 克隆 , 抽 提 其 质粒 , Sac I 线性 化 (图 1B)， 
去 磷酸 端 后 回收 质粒 DNA。 
2.2 G418 抗 性 转化 子 的 筛选 以 及 重组 蛋白 质 的 诱 

导 表 达 和 鉴定 

处 理 后 的 Bm-TFF2-pPIC9K 质粒 经 电击 转 入 
GS115, 96 了 和 孔 板 传代 ，G418 筛选 后 , 最 后 在 含 2.0 
mg/mLG418 的 YPD 培养 平板 上 挑 出 8 个 生长 良好 
的 克隆 进行 PCR 检测 。 结 果 显 示 除 第 3 号 克隆 外 ， 
余 者 用 通用 引物 (图 2A-a) 和 Bm-TFF2 的 特异 性 引 
物 (图 2A-b) 扩 增 后 都 在 530 bp 和 350 bp 的 地 方 出 
现 扩 增 条 带 , 说 明 除 第 3 号 克隆 为 假 阳 性 外 ， 其它 
的 为 阳性 克隆 。 采 用 上 述 方法 ， 以 1.0% 的 甲醇 诱导 
表达 7 个 阳性 克隆 , 发酵 72h 后 对 菌 体 上 清 行 TCA 
沉淀 , 然后 各 取 20 HL 行 还 原 性 SDS-PAGE(15%6)， 
果 显 示 每 个 克隆 的 发 酵 上 清 液 中 , 在 相对 分 子 质 
为 13 的 地 方 出 现 明显 的 蛋白 条 带 (图 2B),， 进 一 
j Bm-TFF2 的 抗体 做 Western blotting 也 在 相同 


































































































































































































汗 吧 沼 





Clone 1 24 5 678 


17 
11 
kDa 


c 2 
Clone 12 4 567 80 
13 kDa 

WB: anti-Bm-TFF2 





图 2 阳性 重组 子 的 鉴定 

Fig.2 The identified of positive recombinant clone 

A: pPIC9K 的 通用 引物 (a) 和 Bm-TFF2(b) 的 特异 引物 检测 G418 
筛选 的 8 个 克隆 。 
SDS-PAGE(B) 和 Western blotting(C) 分 析 阳 性 克隆 重组 蛋白 的 表 
达 : 结果 显示 相对 分 子 质量 为 13 k 的 蛋白 条 带 被 诱导 性 地 分 泌 表 
达 于 酵母 上 清 液 中 , 而 宿主 菌 GS115 却 无 目的 蛋白 表达 。 

A: Identification of 8 clones selected by G418 through the universal 
primer of pPPIC9K (a) and the specific primer of Bm-TFF2 (b). 
SDS-PAGE (B) and Western blotting (C) analyzed the expression of 


recombinant protein in positive clones. The results showed the 13 k 


























































































































protein band existed in supernatant solution of clones, but there was 


no protein band in GS115. 
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动 物 学 








分 子 质 量 大 小 的 位 置 出 现 明显 的 特异 性 显 色 条 带 




















(图 2C), 而 没有 Bm-TFF2-pPIC9K 质粒 转 入 的 
GS115 宿主 菌 则 无 对 应 条 带 ， 表明 Bm-TFF2 在 酵母 





























菌 中 被 正确 诱导 表达 。 














2.3 重组 蛋白 在 不 同时 间 的 表达 以 及 上 清 的 硫酸 


铵 沅 淀 














用 1.0% 甲 醇 诱 导 两 个 表达 量 高 的 转化 子 (2 号 


和 8 号 克隆 ), 分别 在 24、48、72 和 96 h 的 时 间 点 








取 1 mL 培养 液 离心 , TCA 法 沉淀 , 各 取 20 pL 进行 
结果 显示 两 个 转化 子 在 各 个 








Western blotting 检测 
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蛋白 和 三 叶 因 子 复 合 物 的 成 份 之 一 ， 即 含 三 个 三 叶 
因子 结构 域 的 TFF, 具有 内 皮 依 赖 性 心肌 衰竭 以 及 
对 哺乳 动物 的 强烈 毒性 (He et al，2008; Liu et al, 
2008); 其 二 是 由 两 个 三 叶 因 子 结 构 域 构成 Bm- 
TFF2, 分 子 中 有 12 个 半 胶 氨 酸 ,两 个 重复 从 而 形 
成 一 致 性 序 C-X9-C-X9-C-X4-C-C-X10-C 。 Bm- 
TFF2 除了 有 剂量 依赖 性 的 血小板 激动 活性 外 ,还 
是 第 一 个 被 报道 的 具有 促进 细胞 迁移 和 增殖 、 抑 制 






































































































































时 间 点 都 有 表达 , 但 蛋白 在 72 h 的 表达 量 最 大 (图 
3A)。 从 1L 培养 基 中 可 获得 约 50 mg 的 重组 蛋白 






































Bm-TFF2。 增 大 表达 体积 ， 同 样 方法 对 8 号 克隆 诱 
导 表 达 72 h， 并 用 不 同 浓度 的 饱和 硫酸 贸 于 4C 沉 























淀 上 清和 检测 沉淀 














NS 


胞 凋 亡 的 两 栖 类 三 叶 因 子 。 基 于 Bm-TFF2 具有 
较 hTFF2 高 的 活性 ， 加 之 两 栖 类 动物 三 叶 因 子 的 表 
达 迄 今 为 止 还 是 一 个 空白 , 所 以 该 研究 的 目的 是 构 
建 一 个 良好 的 表达 体系 表达 Bm-TFF2 。 毕 赤 酵 母 表 
达 系 统 是 近年 发 展 起 来 的 一 个 高 效 表 达 体 系 , 在 甲 
醇 为 碳 源 时 候 ， 它 利用 强 启动 子 一 醇 氧 化 酶 AOX1 



















































































。 如 图 3B 所 示 ， 当 饱和 硫酸 镁 





























浓度 为 80% 时 ,所 得 蛋白 条 带 颜色 最 深 , 提示 蛋 











的 沉淀 量 最 大 (图 3B)。 


A 24 48 72 96h 


WB: anti-Bm-TFF2 
RE RY 
B HRSHHNS 
clone8 WB:anti-Bm-TFF2 


图 3 









































组 蛋白 质 在 不 同时 间 的 表达 以 及 上 清 的 硫酸 镁 沉 洽 


Fig. 3 The expression of recombinant protein in various 


times and ammonium sulfate precipitation of 


supernatant solution 











A: 在 1.0% 甲 醇 诱导 下 , Western blotting 分 析 2 号 和 8 号 克隆 在 
24、48、72 和 96h 的 Bm-TFF2 的 表达 量 ; B: 相同 条 件 下 , 对 8 
号 克隆 进行 诱导 表达 ,Western blotting 分 析 40% 一 100% 的 饱和 硫 


























酸 贸 沉淀 重 白 上 清 所 得 的 蛋白 沉淀 量 。 























A: Western blotting analysis the expression of Bm-TFF2 in 24, 48， 
72, and 96 hours for 2 and 8 clones induced by 1.0% methanol; B: 


Western blotting analysis the precipitation of supernatant solution 


with 40%—100% saturated ammonium sulfate. 


3 讨 论 








人 三 叶 因 子 家 族 成 员 具 有 特征 性 的 三 叶 草 结 











构 域 , 即 由 38 或 39 个 氨基 酸 组 成 ,其 中 1-5、2-4 








和 3-6 位 的 半 胱 氨 酸 形成 三 对 二 人 硫 键 ， 二 仙 
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的 正 


确 生 成 是 蛋白 质 形成 活性 构象 ,发挥 生物 学 功能 的 
基础 。 大 中 铃 蟾 皮肤 分 泌 物 中 至 少 存在 两 种 不 同形 


式 的 TFFs， 其 一 是 作为 一 种 非 晶状体 的 By- 唱 状 体 











高 效 启 动 外 源 基因 分 泌 性 表达 ,并 且 可 以 控制 外 源 
基因 的 表达 (Tschopp et al 1987)。 加 之 酵母 本 身分 
泌 的 蛋白 量 较 少 ,所 以 为 下 游 的 纯化 提供 了 很 大 方 
便 , 该 系统 也 已 应 用 于 许多 真 核 蛋 白质 的 表达 , 万 
其 在 表达 人 TFFs 家 族 和 蛋白 时 得 到 广泛 应 用 (Sun et 
al, 2008; Wang et al, 2005)。 毕 赤 酵 母 表达 系统 在 表 
达 外 源 蛋 白 时 最 大 的 特征 是 可 以 对 重组 蛋白 质 进 
行 正确 的 折 有 登 和 翻译 后 修饰 ， 从 而 有 利于 活性 蛋 
的 生成 。 所 以 该 研究 利用 毕 赤 酵母 表达 系统 表达 
Bm-TFF2。 如 图 1 A 所 示 , 我 们 首先 利用 PCR 技术 ， 
以 Bm-TFF2 的 cDNA 为 模板 扩 增 得 到 相对 分 子 质 
量 约 为 350 bp 的 Bm-TFF2 基因 , 然后 将 它 与 表达 
载体 pPIC9K 连接 并 选 出 正确 的 重组 子 克隆 ，SaclI 
线性 化 克隆 质粒 使 其 与 酵母 染色 体 在 多 个 同 源 位 
点 上 发 生 交 换 (图 1 B)。 为 防止 载体 的 自 连 , 线性 化 
后 的 质粒 进一步 去 磷酸 端 。 最 后 以 电 转 的 方式 高 效 
率 转化 GS115 酵母 宿主 菌 。 在 经 过 浓度 渐 增 的 G418 
筛选 后 ， 如 图 2 A 所 示 ， 筛 选 出 来 的 8 个 阳性 重组 
子 克隆 经 过 PCR 鉴定 有 7 个 (3 号 克隆 除外 ) 检 测 到 
Bm-TFF2 基因 的 整合 。 SDS-PAGE 检测 7 个 阳性 克 
隆 中 目的 蛋白 的 诱导 表达 时 ,结果 也 提示 在 1% 的 
甲醇 诱导 了 72h 后 , 所 有 菌落 上 清 中 都 出 现 相 对 分 
子 质量 为 13 的 电泳 条 带 。Western blotting 证 实 该 
电泳 条 带 即 为 Bm-TFF2 目的 蛋白 ， 而 无 质粒 转 入 
的 GS115 宿主 菌 上 清 则 无 此 分 泌 性 蛋白 (图 2A 和 
2B)。 在 表达 Bm-TFF2 时 ， 我 们 还 选择 了 不 同 的 诱 
导 时 间 、 甲醇 浓度 和 pH 值 对 蛋白 进行 优化 性 表达 。 
结果 提示 在 诱导 时 间 相 等 的 条 件 下 ,甲醇 诱导 浓度 
为 1.0% 以 及 环境 pH 为 6.0 时 表达 量 最 大 (结果 未 显 
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6 期 余 果 宇 等 : 








示 )。 而 在 甲醇 诱导 浓度 为 1.0% 和 pH 为 6.0 时 ， 诱 
导 72h 的 蛋白 表达 量 较 24、48 和 96 为 多 (图 3A)。 
这 与 生长 激素 在 毕 赤 醇 母 中 的 表达 条 件 探讨 相 一 
致 (Xu et al, 2008)。 当 利用 最 佳 诱 导 条 件 并 增加 诱导 
体积 表达 Bm-TFF2 时 ,我 们 可 以 从 1E 培养 基 中 获 
得 约 50 mg 的 重组 蛋白 , 这 与 毕 炙 酵母 表达 hTFF3 
的 表达 量 相似 (Sun et al, 2008)。 最 后 , 我们 选择 了 不 




































































同 浓度 的 饱和 硫酸 铵 来 沉淀 上 清 , 结果 提示 当 饱 和 
硫酸 贸 的 浓度 为 80% 时 ， 其 所 得 的 蛋白 量 高 于 其 它 
浓度 硫酸 铵 的 沉 省 量 (图 3B), 这 为 沉 演 并 纯化 目的 
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蛋白 提供 了 一 定 的 实验 基础 。 

总 之 ,该 研究 利用 毕 赤 酵 母 表达 体系 在 体外 成 
功 构建 和 表达 了 Bm-TFF2， 并 利用 pPIC9K 的 G418 
抗 性 筛选 出 多 拷贝 重组 子 并 证 实 了 目的 蛋白 表达 
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及 饱和 硫酸 铵 的 最 大 沉淀 浓度 进行 了 一 定 的 检测 ， 
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